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上述の瀬戸内海・九州海域における有害赤潮は、Chattonella antique, Chattonella marina, 










以下、本論文では H. circularisquama を研究対象とした研究の成果を報告する。 
H. circularisquama は単細胞性の光合成生物であり、分類上、渦鞭毛藻類に属する。細胞
は紡錘形を呈し、長径および短径はそれぞれ 20.0-28.8 µm (平均 23.9 µm)および 13.8-20.0 









止に到るという仮説が提示されている(松山 2003)。H. circularisquama がへい死させる貝類に






30 億円）(松山ら 1995, 本城・松山 1998, 玉井 1999)や 1998 年の広島湾での養殖マガキの











ずか 10 年のうちに、本種の分布域は、北は福井県小浜湾(1997 年)まで、東は静岡県浜名湖
(1993 年)までそれぞれ拡がった。 
こうした H. circularisquama 赤潮の飛び火的発生の理由を探るため、種々の室内実験や模
擬輸送試験が行われた。その結果、H. circularisquama は二枚貝の殻の外側や内側に付着し、
少なくとも 24 時間は生存することが判明した(Honjo 1998, Imada et al. 2001)。また、模擬輸送
条件に長く置かれた貝類の体内から排出された H. circularisquama は、再び海水中で増殖す
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初発生より 5 年以上前に香港で本種が発生したことを示唆する状況証拠があること(Iwataki et 
al. 2002)、本種の増殖至適温度および塩分がそれぞれ 30℃以上ならびに 30 psu 以上である
こと、および水温 10℃以下では全く増殖することができないこと(Yamaguchi et al. 1997)等を考
慮すると、H. circularisquama は温暖な地域の気候に適応した種であると可能性が高い。松山
(2003)と、2001 年(平成 13 年)以降の「瀬戸内海の赤潮」(水産庁瀬戸内海漁業調整事務所)、
「九州海域の赤潮」(水産庁九州海漁業調整事務所)、「三重県における赤潮発生状況」(三重














1990 年代に、ラフィド藻 Heterosigma akashiwo ならびにハプト藻 Emiliania huxleyi による赤
潮の挙動にウイルス感染が影響を及ぼしている可能性があることが報告された(Nagasaki et al. 





トを表 0-1 に示す。 
H. circularisquama の場合にも、ウイルス感染がその挙動に重大な影響を及ぼしている可







な い 。 H. circularisquama に 感 染 す る ウ イ ル ス の 場 合 で も 、 室 内 実 験 の 結 果 、 H. 






circularisquama を宿主とする 2 種類のウイルス（HcDNAV, HcRNAV）が発見され、それぞれ
の感染性状や環境中での動態を明らかにするための研究が行われてきた。 
先に発見された HcDNAV (図 0-2 B)は、約 356 kbp の 2 本鎖 DNA ゲノムを持つ粒径約 0.2 
µm の巨大正 20 面体ウイルスである(Tarutani et al. 2001, Nagasaki et al. 2005b)。HcDNAV は、
定常期の H. circularisquama 細胞よりも対数増殖期の細胞に対する感染性が高く、感染後は
H. circularisquama の細胞質内で複製する。潜伏期間は 40-56 時間で、1 感染細胞あたり
1,800-2,440 感染単位の娘ウイルス粒子を放出する(Nagasaki et al. 2003)。DNA ポリメラーゼ遺
伝子の系統学的解析の結果、本ウイルスはこれまで近しいグループが発見されていなかった
Asfavirus と高い相同性を示した(Ogata et al. 2009)。HcDNAV は、渦鞭毛藻が属するアルベ






これに対して、HcRNAV (図 0-2 A)は、1 本鎖のプラス鎖 RNA ゲノム（mRNA として機能し
うる側の鎖）を持つ、粒径約 30 nm の小型正 20 面体ウイルスである。約 4.4 kb の直鎖 RNA ゲ
ノム上には、複製酵素(群)をコードすると予想される翻訳領域 ORF1 (open reading frame)と、
単一主要構造タンパク質(カプシドタンパク質)をコードする ORF2 が存在する(図 0-4) (Tomaru 
et al. 2004a, Nagasaki et al. 2005a, Mizumoto et al. 2007)。対数増殖期の宿主に対して
HcRNAV を接種した場合、約 1-2 日後に 1 感染細胞あたり数千個以上の娘ウイルス粒子を放
出しつつ宿主細胞は崩壊に至る。本ウイルスもまた、RNA 依存性 RNA ポリメラーゼ遺伝子
(RdRp)アミノ酸配列の系統学的解析の結果、既知の RNA ウイルスとは大きく離れた進化的位
置にあることが推定されており、進化学的に興味深いウイルスである(Shirai et al. 2006)。 
ここで、H. circularisquama とウイルスの関係に関する既知情報を概説する。英虞湾での先
行調査の結果、①水柱中のウイルス力価が H. circularisquama 赤潮発生時期に特異的に増
加し、赤潮終息後に減少したこと、②底泥中のウイルス力価が赤潮発生時期以前に検出限界
以下まで減少した年には H. circularisquama 赤潮の中～大規模な発生が起きたこと、③感染
性ウイルス粒子が大量に環境中に蓄積・残存していた年には H. circularisquama 赤潮の発生




である(Nagasaki et al. 2004b, Tomaru et al. 2007)。 
さらに Tomaru et al. (2004a)は、西日本各地より分離された H. circularisquama 株(56 株)と
HcRNAV 株(107 株)の間でのクロスアッセイ(5,992 通りの組み合わせでの交叉感染性試験)の






せている可能性を示唆するものである(Nagasaki et al. 2004b) (図 0-3 B)。このことから
HcRNAV は、H. circularisquama 赤潮個体群に対して「量的」のみならず「質的」な影響も与え
ていると考えられる(Tomaru et al. 2004a)。さらにその後の研究により、UA タイプ、CY タイプの
いずれのウイルスにも感染しない（感受性を示さない）H. circularisquama 株を溶藻するウイル
ス株が単離されるなど、本宿主-ウイルス間の関係性はこれまで考えられていたよりも複雑であ
ると推察されている (Nakayama et al. in press) (図 0-3 C)。さらにこれらの複雑な宿主特異性を
巡る関係性が、カプシドタンパク質のアミノ酸配列によって決定されている可能性も指摘されて
いる(Nagasaki et al. 2005a, Nakayama et al. in press)。 















ウイルス感染による H. circularisquama の挙動への影響という現象自体はマクロなスケール
で捕らえることができるが、実際にはミクロな世界、つまりは 1 細胞対ウイルスの感染現象が集










解析を行った。第 1 節では感染に伴い特異的な発現量変化を示す mRNA の探索を、また第




総合考察では、これらの研究を通して明らかとなった H. circularisquama とウイルスの関係









新潟県加茂湖における Heterocapsa circularisquama 赤潮とウイルスの生態学的関係  
 
【背景】  
新潟県佐渡島に位置する加茂湖は、面積約 486 ha、湾内最大水深 8.7 m のきわめて閉鎖
性の高い汽水湖である。夏季の水温は全域で 20℃を超え、30℃に及ぶ日も観測される。全体
に椀状の構造をしていること、また外海との海水交換がほとんどないことから、夏季には密度
成層に伴う底層の貧酸素化が顕著であり、溶存酸素量は 1 mg/L 以下まで低下する。年間生




湖において突如として H. circularisquama 赤潮が発生し、マガキの大量死という非常事態が生








いた。宮城県では過去に H. circularisquama の発生例が全くないことから、同県産カキ種苗に





殖した H. circularisquama の由来の特定は困難であるが、他所からの稚貝の移入により本種
が同時に輸送され、生残し、秋季に大量増殖したのではないかと考えられる。また、H. 
circularisquama は 10℃以下の低温域では増殖しないことから(Yamaguchi 1997)、当時、加茂
湖での越冬は難しいと考えられていた。しかし実際には、同湖において 2010 年夏季に H. 
circularisquama 赤潮が再発した。外部からの再移入がなかったとすれば、本種個体群の少な
くとも一部は冬期に水温が 10℃を下回る海域で越冬したことになる。さらに 2012 年まで連続し









スポット的に H. circularisquama が生存できる条件が確保されているのかもしれない。 




発生した H. circularisquama 個体群の挙動との比較、加茂湖海水から単離した H. 
circularisquama および HcRNAV の感染特異性のタイプ分け、HcRNAV のカプシドタンパク
質を構成するアミノ酸配列の推定、ならびに過去に単離・解析された HcRNAV 株との系統学







1. 現場試料  
2010 年 7 月 7 日～11 月 11 日の期間、加茂湖に設定した３定点(潟上(St. 1; 水深 6.8 m)、
原黒(St. 2; 水深 7.8 m)、秋津(St. 3; 水深 5.5 m))より海水試料および底泥試料の採取を行っ
た(図 1-1)。このうち赤潮発生時期は週 1 回の頻度で採取した。採水には北原式採水器を使用






2. 試料測定  
宿主単離株の確立  
試 水 中 の H. circularisquama 細 胞 は 、倒 立 顕 微 鏡 (Nikon Eclipse TE300 Inverted 
Microscope, Tokyo, Japan)下で観察しながら、マイクロキャピラリーを使用して捕獲し、無菌海
水中で洗浄後、単離した。単離した H. circularisquama 細胞は 2 nM Na2SeO3 を加えた改変
SWM3 培地(Imai et al. 1996, Hatano & Imai 2010)中で、20℃、白色蛍光灯 130-150 µmol 




宿主である H. circularisquama の種内ウイルス感受性タイプを決定するために、単離した宿
主培養に、UA-type と CY-type の代表ウイルス株としてそれぞれ HcRNAV34 と HcRNAV109
を接種した(Nagasaki et al. 2005a)。ウイルスによる溶藻は接種後 7-10 日まで毎日、ウイルスを
接種していない H. circularisquama 培養液を陰性対照として、光学顕微鏡下で比較・観察す
ることにより判定した。 
 
3. ウイルス力価の測定  
海水と底泥試料中のウイルス力価は、Nagasaki et al. (2004b)の方法に従って行った。まず、
海水試料は大型粒状有機物と動物プランクトンを除くために、0.8 µm に続いて 0.45 µm のポリ
カーボネイトフィルター(Whatman, Kent, UK)で濾過した。一方、底泥については、湿重量 5 g
の泥試料に対して 5 ml の滅菌した改変 SWM3 培地を加え、振とう撹拌(400 rpm, 30 min)した
後、低速遠心(2,000 rpm, 10 min, 4℃)を行った。その上清を 0.2 µm pore-sized Dismic-25cs 
filter (Advantec, Tokyo, Japan)で濾過し、通過してきた濾液をウイルス画分とした。ウイルス画
分試料は、それぞれ改変 SWM3 培地により 100～10-7 倍となるよう段階希釈を行った。このとき、
溶藻因子が塊状のままでは実際の密度よりも力価が低く算出されるため、希釈操作に際して
は十分に撹拌するよう注意した。この操作で得られた希釈試料 100 µl ずつを、150 µl の対数
増殖期の宿主細胞懸濁液を入れた 96 平底ウェルの細胞培養プレート(BD-Falcon, Franklin 
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Lakes, NJ, USA)に対し、各希釈段階につき 8 ウェルとなるよう分注した。このとき用いた宿主株
は、高知県浦ノ内湾で単離された HU9433-P 株、三重県五ヶ所湾で単離された HCLG-1 株、
三重県英虞湾で単離された 05HC06 株、および新潟県加茂湖で単離された HCKM02 株とし
た。HU9433-P、HCLG-1、05HC06 はそれぞれ HcRNAV34、HcRNAV109 に対して異なる感
受性を示す宿主の代表株として使用した(Tomaru et al. 2004a, Mizumoto et al. 2008)。
HCKM02 は 2009 年に加茂湖で発生した赤潮から単離した株で、予備試験によりその感受性
がＣＹタイプであると確認されたものである。細胞培養プレートは 20℃、白色蛍光灯 130-150 
µmol photons m-2 s-1、12/12-h 明暗サイクルの条件下で培養した。培養開始後 7-10 日まで毎
日、ウイルス画分を接種していない宿主培養を陰性対象として比較しつつ、光学顕微鏡下で
観察を行い、ウェル毎に溶藻の有無を判定した。各希釈段階の溶藻ウェル数に基づき、最確
数算出用コンピュータープログラムを用いてウイルス力価を求めた(Nishihara et al. 1986)。 
 





(Nagasaki & Yamaguchi 1997)。ウイルス溶藻液は、10,000 !g で 1 分間遠心し、細胞デブリを
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沈殿・除去後、上清を 0.2 µm pore-sized Dismic-25cs filter で濾過することでバクテリアを除去
した。こうして得られたウイルス懸濁液を 4℃で保存し、以下の実験に用いた。 
 
4-2.  単離ウイルス株の感染タイプのチェック 
ウイルスの宿主特異性を決定するために、500 µl のウイルス懸濁液を対数増殖期の H. 
circularisquama 株 HU9433-P、HCLG-1、および 05HC06 の対数増殖期培養それぞれ 1 ml
に接種した。培養条件および溶藻の判定は上述の方法に従った。 
ウイルス種の特定は、HcRNAV 特異的なプライマーセットを用いた逆転写 PCR による増幅
産物の有無を判定基準として行った。この特異的プライマーは、HcRNAV の主要カプシドタン
パク質(Major Capsid Protein: MCP)をコードしている HcRNAV ORF2 の断片を増幅するように、
HcRNAV34 と HcRNAV109 の塩基配列を基にデザインしたものである(フォワードプライマー; 
5’- TTT CAC CCT GAG CAC CTT CCG C -3’ ； リバースプライマー; 5’- CGC CAT GCA 
ACG CAT TAA GCA GC -3’)(Nagasaki et al. 2005a)。以下、試料調製および逆転写ＰＣＲの
一連の工程を述べる。 
各ウイルス株の単離時に用いた宿主株を培養し、対数増殖期にウイルス接種を行った。こ
れを上記(4-1. ウイルスの単離)条件下で培養して得られた溶藻液を、0.2 µm フィルターでろ
過してウイルス懸濁液とした。このようにして得られた各ウイルス懸濁液 250 µl から、TRIzol LS 
reagent (Life Technologies, California, USA)を使用して全 RNA を抽出後、Superscript III 
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Reverse Transcriptase (Life Technologies, California, USA)を使用して cDNA への逆転写を行
った。次に、1 µl cDNA 溶液、2 µl 10! Buffer for Blend Taq、2 µl 2mM dNTPs、0.5 µl 2.5 
units µl-1 Blend Taq (TOYOBO, Osaka, Japan)、1 µl 10µM Forward Primer、1 µl 10 µM 
Reverse Primer（超純水で 20µl にメスアップ）の反応溶液を調整した。これらを、GeneAmp 
PCR System 9700 (Life Technologies, California, USA)を用いて、変性 94℃×72 分×1 サイク
ル＋［（変性 94℃×30 秒）＋（アニーリング 68.3℃×30 秒）＋（伸長反応 72℃×1 分）］×30




5. 主要カプシドタンパク質のアミノ酸配列推定と系統解析  
得られた PCR 産物は Exo-Sap IT (USB, Ohio, USA)で精製後、ABI PRISMⓇ 3100 
Genetic Analyzer (Life Technologies, California, USA)を用いてダイレクトシーケンシングを行
った。得られた塩基配列を基に予測したアミノ酸配列と、HcRNAV34 と HcRNAV109 を含むこ
れまでに分離・解析された HcRNAV ORF2 の予測アミノ酸配列について、MEGA 5(Tamura et 
al. 2011)を使用して Maximum Parsimony 法（最尤法）によって系統樹を作成した。この解析に




1. 加茂湖におけるウイルス力価の変動  
調査期間中、３つのサンプリング地点全てで H. circularisquama とウイルスが検出された。
潟上(St. 1)、原黒(St. 2)、および秋津(St. 3)での H. circularisquama 細胞数とウイルス力価の経
時変化をそれぞれ図 1-2～1-4 に示した。３地点の H. circularisquama 細胞密度の経時変化は
概ね一致しており、H. circularisquama 細胞は 7 月 27 日に St.2 と St.3 の底層で初めて検出さ
れた。その後、8 月 12～16 日にかけて、３地点のいずれの層においても＞1,000 cells ml-1の細
胞密度を記録し、これが今季のブルームのピークとなった。その後９月中旬にかけて、細胞数
は減少した。９月下旬以降は大きなブルームを形成することはなく、時折散発的に各地点で低
密度の H. circularisquama 細胞の微増が観察される程度であり、10 月 27 日に H. 
circularisquama 細胞が観察されたのを最後に 2010 年の加茂湖での H. circularisquama の出
現はみられなくなった。 
次に、各地点での H. circularisquama とウイルス力価の経時変化について述べる。 
潟上(St. 1)(図 1-2)では、8 月 6 日に底層で H. circularisquama 6 cells ml-1 が初観測され、
その後細胞数は増加し、8 月 14 日に表層で 1,100 cells ml-1 を、底層で 2,000 cells ml-1 をそれ
ぞれ記録した。9 月上旬にかけて細胞数は減少し、9 月 15 日には検出限界以下（<1 cell ml-1）
になった。9 月 15 日以降は定常的な H. circularisquama 細胞の出現はみられず、散発的に
10 月 13 日の底層で確認された 240 cells ml-1 をピークとする比較的低密度の発生が確認され
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た。一方、ウイルス力価は H. circularisquama 細胞出現と共に増加したが、感染性タイプによ
ってその変動パターンにはばらつきがみられた。表層(0 m)では、ブルームピーク時に 101～
102 ml-1 オーダーの感染単位密度を記録したが、9 月中旬までにみられた H. circularisquama
細胞数の減少に伴い、ウイルス力価も減少傾向を示した。9月 22日以降は H. circularisquama
細胞密度の増減を反映することなく、8 月中旬の値と同程度のウイルス密度が維持された。底
層(B-0.5 m)でも 8 月中旬のブルームピーク時に 101～103 ml-1 オーダーの感染単位密度を記
録し、表層に比べ高濃度のウイルス密度が観測されたが、H. circularisquama が検出されなく
なった 9 月 8 日にはウイルス力価も検出限界以下となった。その後再び 8 月中旬に検出され
たのと同程度のウイルス密度を維持した。底泥中では H. circularisquama 細胞が初めて観察さ
れた 8 月 3 日以前の 7 月 27 日に採取したサンプルから 05HC06 株と HCLG-1 株に感染する
ウイルスがそれぞれ 3.85 と 7.74 感染単位 g-1 検出された。他の株(HU9433-P と HCKM02)に
感染するウイルスも 8 月 3 日の H. circularisquama 出現と同じタイミングで出現・増加した。水
柱(0 m、B-0.5 m)のウイルス力価の変動は、底泥中のウイルス力価と同様、詳細にみると H. 
circularisquama 細胞の経時変化と完全には一致しなかったものの、9 月 22 日を除き湿泥 1g
あたり 101～102 オーダーの感染単位を維持し続けた。 
原黒(St. 2)(図 1-3)では、7 月 27 日に底層(B-0.5 m)で 5 cells ml-1 の H. circularisquama
細胞が初観測された。その後、細胞数は増加し、8 月 12 日に底層で 2,000 cells ml-1 を、8 月
14 日に表層で 1,300 cells ml-1 をそれぞれ記録した。その後、9 月上旬にかけて細胞数は減少
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し、9 月 8 日には検出限界以下まで減少した。ここでもウイルス力価は H. circularisquama のブ
ルーム発生時に特異的に増加し、表層(0 m)ではブルームピーク時に、101～102 感染単位
ml-1 を記録した。その後、H. circularisquama 細胞数の減少に伴い、ウイルス力価も減少する
傾向がみられた。底層(B-0.5 m)でも、ブルームピーク時には 101～103 感染単位 ml-1 のウイル
ス力価が検出された。このブルームの後、<102 感染単位 ml-1 程度の低密度でウイルス力価は
維持された。底泥では H. circularisquama 細胞が初めて観察された 7 月 27 日に採取したサン
プルから 05HC06 株に感染するウイルスが 85.1 感染単位 g-1検出された。他の 2 株(HU9433-P, 
HCKM02)に感染するウイルスも 8 月 3 日の調査以降に増加した。底泥中のウイルス力価の増
減は H. circularisquama 細胞密度の経時変化と完全には一致しなかったが、ほぼ<103 感染単
位 g-1 のウイルス力価を維持した。 
秋津(St.3)(図 1-4)では、H. circularisquama 細胞は 7 月 27 日に底層(B-0.5 m)で 2 cells ml-1
が初観測された。その後、細胞数は増加し、8 月 16 日に表層で 2010 年加茂湖での最高細胞
密度（20,000 cells ml-1）を記録した。その後、9 月上旬にかけて細胞数は減少し、9 月 8 日には
<1 cells ml-1 まで減少した。この地点では、底泥のみのウイルス力価を測定したが、他地点と同
様に 8 月 3 日以降 H. circularisquama 細胞出現に伴って増加を始め、その後は 101～103 感








2. 加茂湖産宿主株とウイルス株のタイピング  
加茂湖から採取した海水サンプルから 62 株の H. circularisquama を単離し、各株のウイル
ス感受性を上述の接種試験により調べた(表 1-2)。その結果、62 株中 20 株と 26 株は
HcRNAV34 または HcRNAV109 によってそれぞれ溶藻した。残りの 16 株はどちらのウイルス
でもはっきりとした溶藻は確認できなかった。 
限界希釈法による最確数測定と並行して単離した 19 株のウイルス株の株間宿主特異性を
明らかにするため、宿主株として UA タイプの HU9433-P と 05HC06、CY タイプの HCLG-1 を
それぞれ用いた接種試験を行った。その結果、19 株のうち、10 株が UA-type の HU9433-P を
溶藻させ、うち 2 株がもう 1 つの UA タイプである 06HC06 も溶藻させた。別の 2 株は UA タイ
プの 05HC06 を溶藻させたが HU9433-P は溶藻させなかった。残りの 7 株は CY-type の
HCLG-1 を溶藻させた（表 1-3）。また、各ウイルス株の全 RNA について HcRNAV-MCP 遺伝
子特異的な逆転写 PCR を行った結果、すべての株で目的サイズの増幅産物が得られた（後




3. HcRNAV MCP のアミノ酸配列に関する系統解析  
加茂湖から単離した 19 株の HcRNAV 株の MCP 遺伝子の一部を PCR 増幅し、得られた
産物の塩基配列を決定した。ユニバーサルコドンに従い推定されたアミノ酸配列を、過去に単
離された HcRNAV 株(表 1-1)のアミノ酸配列と系統学的に比較した。最尤法を用いて描かれ
た系統樹を図 1-5 に示す。その結果、解析に供した HcRNAV クローンは、代表株






1. 加茂湖における宿主対ウイルスの関係性  
本研究では、H. circularisquama の発生北限とされている加茂湖において本種とウイルスが
いかなる関係性を保っているかを調べた。赤潮発生期間に特異的に H. circularisquama に対
する溶藻因子が検出され、限界希釈法によるクローン化の結果、採取された 19 株の殺藻因子
はすべて HcRNAV であることが特異的プライマーを用いた逆転写 PCR により確認された。こ




ない。過去に Tomaru et al. (2009a)は、広島湾において発生した H. circularisquama のブル
ーム中に HcDNAV 様の大型ウイルスと HcRNAV 様の小型ウイルスの同時出現を確認した。
このことから、少なくとも複数種のウイルスが H. circularisquama 個体群の挙動に影響を及ぼし
ていると思われる。過去に、英虞湾での現場調査において、限界希釈法で HcDNAV が単離
されてきたケースもあるが（長崎 未発表）、通常、この方法で単離されるのは HcRNAV である。
このことは、粒子数という点で HcRNAV が HcDNAV を大きく上回って存在している可能性を
示す。この違いは、HcRNAV のバーストサイズ（１感染細胞から放出されるウイルス数）が、
HcDNAV のそれを大きく上回っていること(Tarutani et al. 2001, Tomaru et al. 2004a)、ならびに
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HcRNAV の方が保存性の点で HcDNAV よりも優っていること(Tomaru et al. 2005)とも関係し
ているのかもしれない。これは、現場から単離した H. circularisquama ウイルスの約 96%が
HcRNAV であったという過去の知見によっても支持される知見である(Tomaru et al. 2007)。 
いずれにせよ今回の調査結果は、加茂湖という寒冷な環境においても、少なくとも H. 









実験室内での観察では、ウイルス感染した H. circularisquama 細胞は遊泳性を失い、培養
容器の底に沈む傾向にあった。また、ウイルスの保存性試験から、HcRNAV は長期間に亘り
感染能力を維持することがわかっている(Tomaru et al. 2005)。これらのことから、底泥中で高い

















circularisquama の増殖を抑止した可能性も考えられる。2010 年の H. circularisquama 赤潮発
生期間が 2009 年よりも圧倒的に短かった理由としても、2009 年に環境中に蓄積したウイルス
が個体群の挙動に影響した可能性が注目される。 
加茂湖と同様に、きわめて閉鎖性が高く、貝類養殖の盛んな英虞湾では、1992 年に初め
て H. circularisquama 赤潮が発生し、アコヤガイ養殖に大被害がもたらされた(最大細胞密度 
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2. 加茂湖産宿主株とウイルス株のタイピング  
単離した宿主株 62 株にウイルス接種をした結果、UA タイプおよび CY タイプの存在が確
認された。また明瞭な溶藻は確認できなかったため群別できなかった株については、未知のタ
イ プ 、 も し く は 表 現 型 と し て の 溶 藻 性 が 極 め て 弱 い 株 と 推 定 さ れ る 。 英 虞 湾 産 H. 
circularisquama 株の中には HcRNAV34 と HcRNAV109 に対して感染性を示さない、もしくは
非常に低い溶藻性しか示さない株も見出されていることから(Mizumoto et al. 2008)、H. 
circularisquama のウイルス感受性タイプの多様性が注目されている。今回の加茂湖産 H. 
circularisquama 株の中にも新たなグループに属するものが含まれているかもしれない。 
上述の通り、今回の試験で単離したウイルスは全て HcRNAV であることが示された。また、
種内宿主特異性の異なるタイプは、既知の２つのタイプである UA タイプと CY タイプに分かれ








3. HcRNAV MCP アミノ酸配列の系統解析  
単離した HcRNAV 計 19 株と、これまでに解析した HcRNAV 計 46 株の ORF2 のアミノ酸
配列のデータを基に、最尤法による系統学的比較を行った結果、HcRNAV109 を含むクレー
ドと HcRNAV34 を含むクレードの 2 群に大別された。この系統解析による群別の結果は、ウイ
ルスと宿主代表株を用いたクロスアッセイによって得られた宿主特異性のタイプの違いとよく一















なる HcRNAV 株が採取可能であったことから(Nakayama et al. in press)、実際の宿主-ウイルス
の多様度は従来の想定よりも高いと推察される。RNA ウイルスの場合、RNA ゲノムの転写に







茂湖には定着していると考えられる。これらが H. circularisquama 赤潮の発生規模や発生期間
に対してどの程度影響しているかは、生態学的にも、また漁場環境や養殖といった水産学的
観点からも興味深い。こうした問題の検証に向けて、逆転写定量 PCR や免疫学的手法を用い















カン属の植物に感染する Citrus tristeza virus (CTV)は、宿主側の防御機構である RNA サイレ
ンシングを回避するための「RNA サイレンシング抑制活性」を持つ 3 種のタンパク質をコードす






しては、Emiliania huxleyi に感染するウイルス E. huxleyi-specific virus 86 (EhV-86)と Chlorella 
sp.に感染するウイルス Paramecium bursaria chlorella virus 1 (PBCV-1)の事例が先行している。
EhV と E. huxleyi においては、expressed sequence tag (EST)法を用いて、EhV 感染により E. 




かった(Kegel et al. 2007)。一方、Chlorella と PBCV-1 については、365 個の protein-encoding 
gene (CDS)を用いて、感染を７つのフェーズに分け、各フェーズ毎に発現する CDS を解析した
マイクロアレイ解析が行われた。その結果、PBCV-1 複製サイクルは時間的にプログラムされ調
節されていることがわかった。解析に用いた CDS のうち 227 個(62%)がウイルス DNA の合成
が始まる以前に発現し、これらは２つのグループに分けられた。すなわち、227 個の CDS のう
ち 127 個の CDS はウイルス DNA 合成の開始よりも前(ウイルス感染初期)に姿を消し、100 個
の CDS はウイルス DNA 合成が始まってからも(ウイルス感染初期/後期)検出された。365 個の
うち 133 個(36%)はウイルス DNA 合成が開始されてから(ウイルス感染後期)発現した







目されているのが small interference RNA (siRNA)や micro RNA (miRNA)などの small RNA
による RNA 干渉(RNA interference : RNAi)である。例えば、植物は RNA サイレンシングでウ
イルス感染から自らを防御するが、この抗ウイルス免疫にはウイルス由来の小さな RNA 
(virus-derived small interfering RNA : vsiRNAs)の生産を必要とする(Ding & Voinnet 2007)。
他の例としては、ヒトやマウスがコードする miRNA がウイルスをターゲットとし、ウイルス増殖を
抑制するケースが知られている(Kasschau et al. 2003, Otsuka et al. 2007)。逆に、ウイルス側が
miRNA に よ る 防 御 機 構 を 抑 制 す る と い う 報 告 も あ る 。 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (Human 
Immunodeficiency Virus : HIV)はある miRNA クラスターの発現を抑制し、効率よく複製を行う
(Triboulet et al. 2007)。さらに、HIV を含む多くの動物ウイルスが miRNA をコードしていること
が近年明らかとなってきた(Nair & Zavolan 2006)。ウイルスがコードする miRNA は、ウイルス
遺伝子の発現制御を行うとともに(Sullivan et al. 2005)、宿主 mRNA の翻訳に影響を与えるこ











とした研究がほとんどであり、単細胞プランクトンに限れば、緑藻クラミドモナスの small RNA が







RNA 因子の探索を目的とし、本種に対して強い感染力を示す DNA ウイルス(HcDNAV)を研
究材料として、分子生物学的なアプローチを試みた。HcDNAV は、約 356 kbp の 2 本鎖 DNA
ゲノムを持つ粒径約 0.2 µm の大型の正 20 面体ウイルスである。(Tarutani et al. 2001, Nagasaki 
et al. 2005b)。HcDNAV ゲノムについては一部のみが解読されており、推定された ORF はそ
れぞれ mimivirus の HNH endonuclease と metal-dependent hydrolase、African swine fever 
virus の DNA-dicected DNA polymerase と高い相同性を示す。とくに DNA polymerase の系統
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な因子を抽出できるのではないかと考えられる。そこで本章では、この Temporal transcription 





第１節  次世代シーケンスを用いたウイルス感染に関与する mRNA の探索 
 
【背景】  
mRNA は、ゲノム DNA から一旦転写されてタンパク質への翻訳の中継役として働く情報伝
達分子である。RNA レベルでのサイレンシング(遺伝子発現制御)は転写時サイレンシング
(Transcriptional gene silencing : TGS)と転写後サイレンシング (Post-transcriptional gene 




が抑えられる現象である(Vaucheret et al. 2001)。このように、遺伝子発現は RNA レベルでの調
節をかなり受けていることがわかってきた。 
こうした背景の下、本研究では、次世代シーケンサーを用いて、HcDNAV に感染させた H. 
circularisquama 細胞の中で、感染時に特異的に発現量が変化する遺伝子のスクリーニングを






1. 非感染細胞および HcDNAV 感染細胞からの全 RNA 抽出  
全 RNA 調製工程の概要を図 2-1-1 に示す。HcDNAV01 未接種、接種後 12 時間目、およ
び接種後 24 時間目の H. circularisquama HU9433-P 培養より、以下の要領で全 RNA 試料を
それぞれ調製した。 
対数増殖期の H. circularisquama HU9433-P 培養（約 3!107 細胞）を準備した。非接種区
（HcDNAV01 を接種しない区）については、2,000 rpm×10 分間の低速遠心により細胞を集め
た。ウイルス接種区では、宿主培養液に感染多重度（MOI：細胞数に対するウイルス数の比）
が 100 程度になるように HcDNAV01 を接種し、12 時間後および 24 時間培養後に同様の遠
心 集 藻 を 行 っ た 。 い ず れ の 場 合 も 、 上 清 を 取 り 除 い た ペ レ ッ ト に 素 早 く 1 ml の
RNAlater(QIAGEN, Hilden, Germany)を加えて懸濁させ、1.5 ml エッペンドルフチューブに移
した。これを 4℃で 12,000 rpm×10 分遠心し、上清を取り除き再びペレット状にした後、直ちに
250 µl の TRIzol LS Reagent(Life Technologies, California, USA)を加え、ペレットミキサーで細
胞ペレットを十分に破砕した。さらに 750 µl の TRIzol LS Reagent を加え、よく混合した。これを
4℃で 12,000 rpm×10 分遠心し、上清を回収後、室温で 5 分間インキュベートした。これに
200µL の Chliroform を添加し、15 秒激しく手で撹拌後、室温で 3 分インキュベートした。4℃
で 13,000 rpm 15 分遠心し回収した水層より、イソプロパノール沈殿により核酸画分をペレットと
して回収し、これを 20 µL のジエチルピロカーボネイト(DEPC)処理水に溶解した。これに
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DNase (TaKaRa, Shiga, Japan)を 1 µL 加え、37℃で 30 分反応させた後、2.5 µL の 0.5 M 
EDTA を加え、80℃で 2 分間インキュベートすることで DNase を失活させた。ここからエタノー
ル沈殿により RNA ペレットを回収し、20 µL の RNase-free water に溶かした。調製した全 RNA
の品質は変性アガロースゲル電気泳動で確認した。 
 
2. 次世代シーケンスとリード解析  
調製した全 RNA の測定工程の概要を図 2-1-2 に示した。全 RNA からの mRNA の精製は、
Micro Poly(A) Purist (Life Technologies, California, USA)による処理を２回繰り返すことで行
った。得られた mRNA を 2 価の陽イオンと熱処理により断片化後、ランダムプライマーを用いて




代シーケンサー(Roche, Basel, Schweiz)で配列を解析した。 
得られたリードデータは、FLX 付属のソフト(GS De Novo Assembler v2.6)を用いて de novo
アセンブルを行った。得られたコンティグの構成リード本数を集計することで、アセンブル解析
をおこなった。アセンブル解析では、カウントされたリード本数から Reads per kilobase of exon 
model per million mapped reads (RPKM)値を算出し各検体のトランスクリプト発現量とした。こ
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こでいう RPKM 値は、検体毎に異なる総リード数を、すべて 100 万本ずつあるものと仮定して
補正した値であり、検体間の比較にはこの値を使用した。得られた各サンプルのトランスクリプ
トから、RPKM 値がウイルス非接種区のものと比較して、ウイルス接種後の発現量が 10 倍以上
に増加もしくは減少したトランスクリプトを抽出した。さらに、ウイルス非接種区では検出されず、




析をおこなった。マッピング解析の概要を図 2-1-3 に示す。マッピング解析では、FLX 付属のソ
フト(GS Mapper)を使用し、解析した 3 検体の混合アセンブルをリファレンスとして各サンプル
のリードをマッピングした。マッピング後、ソフトでトランスクリプト毎にリードの集計を行い、カウ
ントされたリード本数から RPKM 値を算出し各検体の発現量とした。アセンブル解析同様、
RPKM 値は、検体毎に異なる総リード数を、すべて 100 万本ずつあるものと仮定して補正した
値であり、検体間の比較にはこの値を使用した。得られた各サンプルのトランスクリプトから、
RPKM 値がウイルス非接種区のものと比較して、ウイルス接種後の発現量が 10 倍以上に増加
もしくは減少したトランスクリプトを抽出した。さらに、ウイルス非接種区では検出されず、ウイル









1. 全 RNA の調製  
回収された全 RNA 試料の吸光度を測定したところ、非感染細胞からは 129 µg (644 ng/µL、
OD260/280: 2.14)、感染後 12 時間後の細胞からは 100 µg (370 ng/µL、OD260/280:2.09)、また感染
後 24 時間後の細胞からは 230 µg (1150 ng/µL、OD260/280:2.07)の RNA の抽出が確認された。
電気泳動により RNA の品質確認を行ったところ、18S および 28S rRNA のバンドがシャープに
認められたこと、また 28S rRNA のバンドの方が濃く、バンド間にスメアもみられなかったことか
ら、シーケンス解析を行う上で十分な品質の全 RNA が調製できたと判断した。 
 
2. 次世代シーケンス  
ウイルス未接種、接種後 12 時間後、24 時間後、およびこれらを合わせた混合データのアセ
ンブルに用いたリード数はそれぞれ順に、22,210、19,187、18,383 および 79,292 であった。ア
センブルの結果得られたコンティグを更に連結して得られた 1 つのトランスクリプトの配列と推
定されるアイソティグの数はそれぞれ、1,326、1,260、1,172 および 4,677 であった。アセンブル
解析により、ウイルス未接種のものと比較して、ウイルス接種後発現量が 10 倍以上に増加もし
くは減少したトランスクリプトを抽出した。それらの推定アミノ酸配列を BLAST 検索した結果を
表 2-1-1 に示す。BLAST 解析で既知配列と相同性を示したものは 69 個あった。そのうち、感
染後に発現量が増加したものは 19 個、減少したものは 50 個であった。さらにウイルス未接種
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では検出されずウイルス接種したサンプルから特異的に検出された RPKM 値：1000 以上のト
ランスクリプトを抽出し、推定アミノ酸配列を BLAST 検索した結果、1 つのトランスクリプトが相
同性を示した。そのトランスクリプトは感染１２時間後では 139.68 RPKM であったが、感染 24
時間後では 1142.18 RPKM だった。このトランスクリプトと相同性を示したのは、Cronobacter 
dublinensis 582 の DNA-3-methyladenine glycosylase II(Accession Code: ZP_19159021.1)で、
E-value は 0.55 だった。 
マッピング解析で求められた RPKM 値から、ウイルス非接種区と比較してウイルス接種後の
発現量が 10 倍以上に増加もしくは 1/10 以下に減少したトランスクリプトと、ウイルス未接種では
検出されずウイルス接種区でのみ特異的に検出された RPKM 値が 1000 以上のトランスクリプ
トの推定アミノ酸配列を BLAST 検索した結果をそれぞれ表 2-1-2 と表 2-1-3 に示した。その概
要を以下に述べる。 
マッピング解析の結果、ウイルス接種によって発現量が上記条件で変化したトランスクリプト
のうち、BLAST 解析で既知配列との相同性を示したものは 35 個あった。そのうち、感染によっ
て発現量が 10 倍以上に増加したものが 12 個、1/10 以下に減少したものが 23 個であった。一
方、ウイルス接種区でのみ特異的に発現が確認されたもののうち、BLAST 検索により既知配










今回のスクリーニングで相同性が検出された Translation elongation factor 1-alpha (EF-1α)
は、Dengue 4 Virus RNA の 3’ UTR (非翻訳領域)と相互作用し、EF-1αが RNA ヘリカーゼと
して機能することで、ウイルス複製に必要なタンパク質のフォールディングの保持に関わって
いることが報告されている (Nova-Ocampo et al. 2002)。また、ウエストナイルウイルスのゲノム
RNA (Blackwell and Brinton1997)、HIV type 1 Gag ポリタンパク質 (Cimarelli and Luban, 
1999)と相互作用することが報告されている。これらの報告から考えるに、EF-1αは、感染した










また、今回の実験では、ウイルス感染後に ankyrin repeats の発現量が特異的に増加した。
ankyrin repeats は、NCLDV（Nuclear Cytoplasmic Large DNA Virus: 核・細胞質で複製する
大型 DNA ウイルス群）の一種である Poxvirus にみられる、タンパク質間相互作用を司る領域
である。HcDNAV も HCLDV の一員であることから、HcDNAV 由来の ankyrin repeats が感染
を進行させる上で何らかの役割を担っている可能性がある。 
逆に発現量が減少したのべ 73 個の遺伝子候補のうち、35 個が何らかの酵素の配列と相同





いる (Van Etten et al. 1984)。 
今回の実験で感染時特異的に発現することが確認されたトランスクリプトのうち、少なくとも 4
個は HcDNAV 由来であることが、BLAST による相同性解析の結果から推定された。これらは、








第２節  ウイルス感染に関与する機能性小分子 RNA の探索 
 
【背景】  





な数の RNA(non-cording RNA : ncRNA)の転写が起こっていることが明らかになった(Carninci 
et al. 2005)。さらに ncRNA に遺伝子転写制御などの重要な機能が備わっていることが解明さ
れ、こうした機能を持つ RNA は、現在では「機能性 RNA」と呼ばれている。とくに近年では、機
能性 RNA のうち 18-30 塩基長の小さな RNA 集団(small RNA)が注目されるようになった。こ
の機能をもった small RNA(機能性小分子 RNA)は、いわゆる RNA 干渉(RNA interference : 
RNAi)分子として、細胞内の遺伝子発現制御(遺伝子サイレンシング)を引き起こす。これまで
のところ、機能性小分子 RNA は、small interfering RNA (siRNA)、micro RNA (miRNA)、およ
び PIWI interacting RNA (piRNA)に大別される。siRNA は double-stranded RNA (dsRNA)が
細胞内でエンドヌクレアーゼ Dicer によって切断されてできる。Dicer に切断されて出来た 2 本
鎖 siRNA は、RISC-loading complex (RLC)で 1 本鎖となり、活性型 RNA-induced silencing 
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complex (RISC)を形成して、その主要コンポーネントであるタンパク質 Argonaute2 (AGO2)に
よる外来の標的 mRNA の切断をガイドする。miRNA は siRNA と似た作用機序を示すが、
miRNA は内在性の、つまり自身のゲノム上のイントロンに存在し、発生のタイミングや寿命の
制御、細胞増殖、アポトーシス、脂質代謝、植物では葉の形状の制御や花びらの発生を制御
など、実に多彩な遺伝子の発現調節を行っている(Wienholds & Plasterk 2005)。さらに、
siRNA は標的 RNA の配列と完全に一致することで機能する。対して、miRNA は標的 RNA
配列と完全に一致することで標的 mRNA を分解する場合と、完全に一致しなくても標的遺伝
子の mRNA にある相補的配列に結合し、その翻訳を抑制する場合がある(Bartel 2007)。 
渦鞭毛藻に対するウイルス感染現象の中で、遺伝子発現調節機構として、このような機能
性小分子 RNA が働いているかどうかを検証した例はない。そこで本節では、HcDNAV 感染を










1. HcDNAV 感染細胞からの RNA 調製  
小分子 RNA 調製工程の概要を図 2-2-1 に示した。 
まず、約 2!107 細胞の対数増殖期の HU9433-P 培養に対して HcDNAV01 を接種し、感染
直前および感染後 12、24、および 48 時間目の細胞懸濁液を採取した。低速遠心（2,400 rpm
×10 分）により集藻し、上清を取り除いたペレットに直ちに RNAlater (QIAGEN, Hilden, 
Germany)を適量加えて保存した。次に、4℃、12,000 rpm で 10 分遠心して上清の RNAlater
を取り除き、直ちに 150 µL の RNAzol RT (Molecular Research Center, Inc., Ohio, USA)を加え、
ペッスルで細胞を破砕した。これを新しい 1.5 ml エッペンドルフチューブに移し、液量が 1 ml
になるようにさらに RNAzol RT を添加して、ピペッティングにより混和した。これに 400 µL の
RNase-free 水を加え、15 秒ボルテックスにかけよく撹拌したものを室温で 10 分静置し、4℃、
12,000 ×g で 15 分遠心した。上清 1 ml を新しいチューブに回収し、400 µL の 75%エタノー
ルを加え、室温で 10 分静置した後、4℃、12,000×g で 8 分遠心した。この上清を新しいチュ
ーブ 2 本に分注し、溶液の 0.8 vol.のイソプロパノールを加え、4℃で 30 分静置後、4℃、
12,000×g で 15 分遠心した。上清を除去後、ペレットに 400 µL の 70％イソプロパノールを加
えて 4℃、8,000×g で 3 分遠心することで洗浄した。この洗浄工程を 2 回行い、上清を取り除




2. 小分子 RNA の精製  
RNA サンプルを 80℃で 5 分インキュベートし、17.5%変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動
(PAGE)に供した。分子量マーカーとして Prestain Marker for Small RNA (BioDynamics 
Laboratory Inc., Tokyo, Japan) 5µL を泳動した。マーカーの位置を参考として泳動を停止し、
目的産物部分 18-30 nt に相当する位置のゲルを切り出した。ゲルからの小分子 RNA の精製
は small RNA Gel Extraction Kit(TaKaRa, Shiga, Japan)を使用して添付のプロトコールに従っ
て行った。精製した小分子 RNA は最終的に 40 µL の RNase-free 水に溶かした。 
 
3. 小分子 RNA の塩基配列決定  
精製した小分子 RNA は small RNA Cloning Kit (TaKaRa, Shiga, Japan)を使用してクローニ
ングを行った。手順は基本的に付属のプロトコールに従った。2.で精製した小分子 RNA を
BAP 処理し、3’ adaptor のライゲーション、マグネットビーズへの吸着、5’末端のリン酸化、5’ 
adaptor のライゲーション、逆転写反応、および PCR を行った。PCR 産物の一部を未変性の
12.5% ポリアクリルアミドゲルで泳動し、目的産物の増幅を確認した。残りの PCR 産物をフェノ
ール/クロロホルム処理により抽出後、エタノール沈殿し、TE バッファー 5µL に溶かした。この
PCR フラグメント溶液を未変性の 12.5%ポリアクリルアミドゲル中で泳動後、目的産物部分（小
分子 RNA 配列に両端に結合させたアダプタ配列分を加えた、60～80nt に相当する位置）の
ゲルを切り取り、QIAEX II Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hilden, Germany)を利用して、ポリア
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クリルアミドゲルからの抽出を行った。最終的に 5 µL の dH2O に懸濁させた。5 µL の溶液を
DNA Ligation Kit Ver. 2.1 (TaKaRa, Shiga, Japan)を用いて 16℃ 1 時間ライゲーションさせた
後、TOPO® TA Cloning® Kit for Sequencing (Life Technologies, California, USA)を用いて TA
クローニングし、プラスミドベクターを One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli に形質
転換した。一連の操作は付属のマニュアルに従った。LB-プレートに生えたコロニーを LB 培
地で培養し、Nuculeospin Qickpure (MACHEREY-NAGEL, Dueren, Germany)でプラスミド精
製した。プラスミド DNA を鋳型とし、M13 Forward primer、M13 Reverse primer をプライマーと
して ABI PRISM Big Dye Terminator v3.1(Life Technologies, California, USA)を用いてシーケ
ンス反応を行い、精製したものを、 Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer (Life 
Technologies, California, USA)で塩基配列を決定した。得られた塩基配列のうち、アダプタ配
列に挟まれた部分を目的配列とした。目的配列に対して、miRBase から得た既知の miRNA デ
ータベースとの BLAST 検索を行い、相同性のあるものを探した。目的配列と、BLAST 検索で






シークエンスの結果、19-35 nt の RNA 配列を 13 個得ることができた。ウイルス未接種のサ
ンプルからは配列を得ることができなかったため、ウイルス非感染 H. circularisquama が持つ
miRNA を調べることはできなかった。感染後 12 時間のサンプルからは 2 個の配列(12-3; 26 nt、
12-6; 35 nt)、感染後 24 時間のサンプルからは 7 個の配列(24-1; 26 nt、24-2; 21 nt、24-3; 27 nt、
24-5; 20 nt、24-6; 20 nt、24-7; 19 nt、24-8; 22 nt)、感染後 48 時間のサンプルからは 4 個の配
列(48-4; 27 nt、48-5; 22 nt、48-6; 23 nt、48-7; 34 nt)をそれぞれ得た(表 2-2-1)。これら 13 個の
RNA 配列をデータベースを用いて BLAST 検索した結果、13 個中 9 個の配列で、既知の
miRNA との相同性が検出された。この 9 個の配列とそれに相同性があると判断された配列を
表 2-2-2 に示した。 






これまでに発見された miRNA の数は、2012 年 8 月現在 microRNA のデータベース
（miRBase）上ですでに 21,000 を超えている。しかし、いまだに多くの miRNA がいかなる分子
をターゲットにして、どのような働きを担っているのかは明らかでない。本研究で得られた配列
のうち、”24-6”の配列の相補鎖は、ポプラ由来の miRNA: ptc-miR395a との相同性を示した。
この miR395 は、今回スクリーニングされた miRNA のなかで唯一、機能推定が成されているも
のであり、植物の成長に必要な硫黄を合成する硫酸イオン代謝経路に関わる ATP スルフリラ
ーゼと硫酸イオン輸送体 2;1 をターゲットとする。硫酸塩欠乏状態になると miR395 が過剰発現
し、硫酸イオン輸送体遺伝子の発現を調節し、根ではなく若い枝への硫酸イオンの蓄積を促
す。また ATP スルフリラーゼの発現量を調製し、硫酸イオンを生命維持に必須な成分のタンパ
ク質をつくる一次代謝に集中させるようにする(Jones-Rhoades & Bartel 2004, Liang et al. 
2010a, Liang & Yu 2010b)。 
また、”48-4”は、今回のスクリーニングの結果、唯一ウイルス由来の miRNA と相同性を示し
た miRNA であり、アカゲザルに感染するガンマヘルペスウイルス Rhesus lymphocryptovirus
の miRNA と若干の相同性を示した。Rhesus lymphocryptovirus は約 171.1 Kbp の 2 本鎖 DNA


















ごく最近、NCLDV の一つである Iridoviridae 科の Rana grylio virus (RGV)には 18 の成熟
miRNA がコードされていることがわかり、自身の遺伝子の発現を調節し複製をコントロールし
































いる。H. circularisquama は 1988 年に発見された比較的新しいプランクトンである。その生物
学的な理解や赤潮のメカニズムは未だ完全には解明されていない。H. circularisquama 赤潮
対策には、まずその理解を深め、有効な方法を検討していく必要がある。H. circularisquama





鞭毛藻 H. circularisquama とウイルスの関係性について精査を試みた。 
第 1 章では、「生態学」的な視点から、H. circularisquama の発生北限環境である新潟県加
茂湖において、同種に対する溶藻ウイルス因子の挙動調査を行った。その結果、他の海域と
同様に、赤潮の出現時に特異的に H. circularisquama 溶藻因子の特異的増加が観測された。










される可能性も十分ある。Nagasaki et al. (2005a)の仮説に示された宿主-ウイルス系の 2 グル
ープへのタイプ分けは、恐らく今後、詳細に調べれば調べるほどその多様性が明らかになるも
のと推定される。Nakayama et al. (in press)の示した、UA タイプ内でのサブグルーピングという
結果は、その推定を支持する知見であるといえる。 
H. circularisquama の分布域拡大は今後も十分に予測される。2009 年の赤潮初発生から






追 う こ と か ら も 検 証 さ れ る 結 果 と な っ た 。 さ ら に 加 茂 湖 は 、 知 ら れ て い る 限 り 、 H. 

























た loop-mediated isothermal amplification (LAMP)法という遺伝子増幅法をウイルスに対して
適用することで、その高感度検出が可能になると思われる(Notomi et al. 2000)。基本的にこの
方法は、標的遺伝子の 6 つの領域に対して 4 種類のプライマーを設定し、鎖置換反応を利用
して一定温度で反応させることを特徴とする。サンプルとなる遺伝子、プライマー、鎖置換型
DNA 合成酵素、基質等を混合し、一定温度（65℃付近）で保温することによって反応が進み、
検出までの工程を１ステップで行うことができる。さらに目的配列を特異的に 15 分～1 時間で
109～1010 倍に増幅するため、迅速・簡易・正確な検出が可能である。宿主である H. 
circularisquama についてはすでに、この LAMP 法を用いた簡易検出法が坂本らによって開
発されており(坂本・山口 2010)、現場でも利用されている。LAMP 法を用いた HcRNAV およ
び HcDNAV の検出法を開発すれば、ウイルス力価の増加と共に増加する可能性のある H. 
circularisquama の出現を早い段階で検出することに繋がるかもしれない。ただし HcRNAV の
場合はウイルスゲノムの逆転写操作が必要になるため、工程がやや増える点が問題であろう。 
なお、今回の調査からも、底泥がウイルスの重要なリザーバーになっている可能性が示唆さ
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   (Class) 
(nm)
 
Garry et al. (1998), Gastrich et al. (2004)
Gobler et al. (2004, 2007), Rowe et al. (2008)
AglaRNAV Asterionellopsis glacialis 31 ssRNA, 9.5 kb Tomaru et al. (2012)
CbV Chrysochromulina brevifilum (Haptophyceae) 145-170 dsDNA Suttle and Chan (1995)
BpV Bathycoccus sp. RCC1105 dsDNA, 187-198 kbp Moreau et al. (2010)
CdebDNAV Chaetoceros debilis (Bacillariophyceae) 30 ssDNA, fragmented? Tomaru et al.  (2008)
CeV Chrysochromlina ericina (Haptophyceae) 160 dsDNA, 510 kbp Sandaa et al. (2001), Monier et al. (2008)
Chlorella virus
(ex. ATCV-1, ATCV-2)
Chlorella SAG 3.83 (Chlorophyceae)
(symbiont of Acanthocystis turfacea)
140-190 dsDNA, 288 kbp Bubeck and Pfitzner (2005), Fitzgerald et al. (2007c)
Chlorella virus
(ex. PBCV-1, NY-2A, AR158)
Chlorella NC64A (Chlorophyceae)
(symbiont of Paramecium bursaria)
150-190 dsDNA, 331-369 kbp Van Etten et al. (1983, 1991, 2002), Van Etten and Meints (1999),




(symbiont of Paramecium bursaria)
140-150 dsDNA, 314-321 kbp Reisser et al. (1988a, b), Van Etten et al. (1991), Yamada et al. (2006),
Fitzgerald et al. (2007a)
ClorDNAV Chaetoceros lorenzianus (Bacillariophyceae) 34 (ss+ds)DNA, 5.8 kb Tomaru et al. (2011b)
CsfrRNAV Chaetoceros socialis f. radians (Bacillariophyceae) 30 RNA  Tomaru et al. (2009b)
CsNIV Chaetoceros salsugineum (Bacillariophyceae) 38 (ss+ds)DNA, 6.0 kb Nagasaki et al. (2005c)
Csp03RNAV Chaetoceros sp. (Strain SS08-C03)(Bacillariophyceae) 32 ssRNA, 9.4 kb Tomaru et al. (in press)
Csp05DNAV Chaetoceros sp. (Strain TG07-C28)(Bacillariophyceae) 32-34 (ss+ds)DNA Toyoda et al. (2012)
CspNIV Chaetoceros cf. gracilis (Bacillariophyceae) 25  Bettarel et al. (2005)
CtenDNAV Chaetoceros tenuissimus (Bacillariophyceae) 37 (ss+ds)DNA, 5.6 kb Tomaru et al. (2011a)
CtenRNAV Chaetoceros tenuissimus (Bacillariophyceae) 31 ssRNA Shirai et al. (2008)
CwNIV
EhV Emiliania huxleyi  (Haptophyceae) 170-200 dsDNA, 410-415 kbp Castberg et al. (2002), Wilson et al. (2002, 2005), Schroeder et al.
(2003), Allen et al. (2006)
HaNIV Heterosigma akashiwo (Raphidophyceae) 30  Lawrence et al. (2001)
HaV Heterosigma akashiwo  (Raphidophyceae) 202 dsDNA, 294 kbp Nagasaki and Yamaguchi (1997, 1998, 1999b), Nagasaki et al. (1999a,
2005b), Tarutani et al. (2000), Tomaru et al. (2004b)
HaRNAV Heterosigma akashiwo  (Raphidophyceae) 25 ssRNA, 9.1 kb Tai et al. (2003), Lang et al. (2004)
HcRNAV Heterocapsa circularisquama (Dinophyceae) 30 ssRNA, 4.4 kb Tomaru et al. (2004a), Nagasaki et al. (2004a, 2005a, 2006),
Mizumoto et al. (2007, 2008)
HcDNAV Heterocapsa circularisquama (Dinophyceae) 197 dsDNA, 356 kbp Tarutani et al. (2001), Nagasaki et al. (2003, 2005b, 2006)
MpRV Micromonas pusilla (Prasinophyceae) 50-60 dsRNA, 24.6 kbp Brussaard et al. (2004b), Attoui et al. (2006)
MpV Micromonas pusilla (Prasinophyceae) 115 dsDNA, 200 kbp Cottrell and Suttle (1991, 1995), Mayer and Taylor (1979), Waters and
Chan (1982)
MpVN1 Micromonas pusilla (Prasinophyceae) 110-130 (ds?)DNA Zingone et al. (2006)
MpVN2 Micromonas pusilla (Prasinophyceae) 110-130 (ds?)DNA Zingone et al. (2006)
OIs1 Heterosigma akashiwo  (Raphidophyceae) 30 and 80 dsDNA,
20 and 130 kbp
Lawrence et al. (2006), J. Lawrence, unpublished data
OlV1 Ostreococcus lucimarinus CCMP2972  (Prasinophyceae) dsDNA, 194 kbp Moreau et al. (2010)
OtV Ostreococcus tauri (Prasinophyceae) 122 dsDNA, 186-191 kbp Derelle et al. (2008), Weynberg et al. (2009)
PgV-102P Phaeocystis globosa (Haptophyceae) 98 dsDNA, 176 kbp Wilson et al. (2006)
PgV Group I Phaeocystis globosa (Haptophyceae) 150 dsDNA, 466 kbp Brussaard et al. (2004a, 2007), Baudoux and Brussaard (2005)
PgV Group II Phaeocystis globosa (Haptophyceae) 100 dsDNA, 177 kbp Brussaard et al. (2004a, 2007), Baudoux and Brussaard (2005)
PoV Pyramimonas orientalis (Prasinophyceae) 180-220 dsDNA, 560 kbp Sandaa et al. (2001), Monier et al. (2008)
PpV Phaeocystis pouchetii (Haptophyceae) 130-160 dsDNA,  485 kbp Jacobsen et al. (1996), Bratbak et al. (1998), Yan et al. (2005), Monier
et al. (2008)
RsRNAV Rhizosolenia setigera (Bacillariophyceae) 32 ssRNA, 11.2 kb Nagasaki et al. (2004b), Shirai et al. (2006)
TampV Teleaulax amphioxeia  (Cryptophyceae) 203 dsDNA Nagasaki et al. (2009)
TnitDNAV Thalassionema nitzschioides (Bacillariophyceae) 32 ssDNA, 5.5 kb Tomaru et al. (2012)
EsV Ectocarpus siliculosus(Phaeophyceae) 130-150 dsDNA, 336 kbp Müller (1991), Lanka et al. (1993), Müller et al. (1996, 1998), Van
Etten et al. (2002)
EfasV Ectocarpus fasciculatus (Phaeophyceae) 135-140 dsDNA, 340 kbp Müller et al. (1996, 1998)
FlexV Feldmannia simplex (Phaeophyceae) 120-150 dsDNA, 170 kbp Friessklebl et al. (1994), Müller et al. (1998)
FirrV Feldmannia irresguralis (Phaeophyceae) 140-170 dsDNA, 180 kbp Kapp et al. (1997), Müller et al. (1998)
FsV Feldmannia species (Phaeophyceae) 150 dsDNA, 158 & 178 kbp Henry & Meints (1992), Müller et al. (1998), Meints et al. (2008)
HincV Hincksia hinckiae (Phaeophyceae) 140-170 dsDNA, 220 kbp Kapp et al. (1997), Müller et al. (1998)
MclaV Myriotrichia clavaeformis (Phaeophyceae) 170-180 dsDNA, 340 kbp Kapp et al. (1997), Müller et al. (1998)
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HcRNAV15-kamo10 Lake Kamo, Niigata, Japan 2010 HCLG-1 CY
HcRNAV28-kamo10 Lake Kamo, Niigata, Japan 2010 HCLG-1 CY
HcRNAV46-kamo10 Lake Kamo, Niigata, Japan 2010 HCLG-1 CY
HcRNAV62-kamo10 Lake Kamo, Niigata, Japan 2010 HCLG-1 CY
HcRNAV63-kamo10 Lake Kamo, Niigata, Japan 2010 HCLG-1 CY
HcRNAV75-kamo10 Lake Kamo, Niigata, Japan 2010 HU9433-P UA
HcRNAV79-kamo10 Lake Kamo, Niigata, Japan 2010 HU9433-P UA
HcRNAV80-kamo10 Lake Kamo, Niigata, Japan 2010 05HC06 UA
HcRNAV82-kamo10 Lake Kamo, Niigata, Japan 2010 HU9433-P UA
HcRNAV85-kamo10 Lake Kamo, Niigata, Japan 2010 HCLG-1 CY
HcRNAV86-kamo10 Lake Kamo, Niigata, Japan 2010 HU9433-P UA
HcRNAV89-kamo10 Lake Kamo, Niigata, Japan 2010 HU9433-P UA
HcRNAV90-kamo10 Lake Kamo, Niigata, Japan 2010 05HC06 UA
HcRNAV92-kamo10 Lake Kamo, Niigata, Japan 2010 05HC06 UA
HcRNAV99-kamo10 Lake Kamo, Niigata, Japan 2010 05HC06 UA
HcRNAV103-kamo10 Lake Kamo, Niigata, Japan 2010 HU9433-P UA
HcRNAV107-kamo10 Lake Kamo, Niigata, Japan 2010 HU9433-P UA
HcRNAV110-kamo10 Lake Kamo, Niigata, Japan 2010 HU9433-P UA
HcRNAV106-kamo10 Lake Kamo, Niigata, Japan 2010 HCLG-1 CY
HcRNAV13 Gokasho Bay, Mie, Japan 2000 HCLG-1 CY
HcRNAV34 Ago Bay, Mie, Japan 2001 HA92-1 UA
HcRNAV109 Obama Bay, Fukui, Japan 2001 HY9423 UA
HcRNAV136 Ago Bay, Mie, Japan 2001 HU9433-P UA
HcRNAV141 Ago Bay, Mie, Japan 2001 HCLG-1 CY
HcRNAV142 Ago Bay, Mie, Japan 2001 HCLG-1 CY
HcRNAV616 Ago Bay, Mie, Japan 2007 05HC05 UA
HcRNAV626 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 05HC06 UA
HcRNAV630 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 05HC06 UA
HcRNAV631 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 05HC06 UA
HcRNAV633 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 05HC05 UA
HcRNAV635 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 HU9433-P UA
HcRNAV637 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 05HC05 UA
HcRNAV639 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 HU9433-P UA
HcRNAV640 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 HCLG-1 CY
HcRNAV641 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 05HC05 UA
HcRNAV643 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 HU9433-P UA
HcRNAV644 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 HCLG-1 CY
HcRNAV645 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 05HC05 UA
HcRNAV647 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 HU9433-P UA
HcRNAV649 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 05HC05 UA
HcRNAV650 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 HU9433-P UA
HcRNAV653 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 05HC05 UA
HcRNAV654 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 05HC06 UA
HcRNAV655 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 05HC06 UA
HcRNAV658 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 05HC05 UA
HcRNAV659 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 05HC06 UA
HcRNAV660 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 HU9433-P UA
HcRNAV662 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 05HC05 UA
HcRNAV663 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 05HC06 UA
HcRNAV664 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 HU9433-P UA
HcRNAV665 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 HCLG-1 CY
HcRNAV667 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 05HC06 UA
HcRNAV668 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 HU9433-P UA
HcRNAV669 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 HCLG-1 CY
HcRNAV671 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 05HC06 UA
HcRNAV672 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 HU9433-P UA
HcRNAV674 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 05HC05 UA
HcRNAV676 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 HU9433-P UA
HcRNAV678 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 05HC05 UA
HcRNAV679 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 05HC06 UA
HcRNAV680 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 HU9433-P UA
HcRNAV683 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 05HC06 UA
HcRNAV684 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 HU9433-P UA
HcRNAV686 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 05HC05 UA
HcRNAV687 Kusuura Bay, Kumamoto, Japan 2007 05HC06 UA





 (No.) HcRNAV 34 HcRNAV 109 	!
1 - - n.d.*
3 - + CY
4 + - UA
5 - + CY
6 - + CY
7 + - UA
9 + - UA
10 + - UA
11 - - n.d.
12 - - n.d.
13 + - UA
15 + - UA
16 + - UA
17 + - UA
19 - + CY
20 + - UA
21 - + CY
22 - - n.d.
23 - + CY
25 + - UA
28 - + CY
29 - - n.d.
30 - - n.d.
32 + - UA
34 - + CY
35 - + CY
36 - - n.d.
37 - + CY
38 - + CY
39 - + CY
40 - + CY
41 - + CY
42 - - n.d.
43 - - n.d.
44 + - UA
45 - + CY
46 + - UA
47 + - UA
48 - + CY
49 - + CY
51 + - UA
53 - + CY
55 + - UA
56 - - n.d.
60 - - n.d.
62 - + CY
64 - - n.d.
65 + - UA
70 - + CY
71 + - UA
73 + - UA
77 + - UA
n1 - + CY
n2 - - n.d.
n3 - + CY
n4 - - n.d.
n5 - + CY
n6 - + CY
n8 - - n.d.
n9 - + CY
n10 - - n.d.









"!(#	 HU9433-P 05HC06 HCLG-1
HcRNAV75-kamo10 ) - - HU9433-P UA
HcRNAV79-kamo10 ) - - HU9433-P UA
HcRNAV82-kamo10 ) - - HU9433-P UA
HcRNAV86-kamo10 ) - - HU9433-P UA
HcRNAV89-kamo10 ) - - HU9433-P UA
HcRNAV103-kamo10 ) - - HU9433-P UA
HcRNAV107-kamo10 ) - - HU9433-P UA
HcRNAV110-kamo10 ) - - HU9433-P UA
HcRNAV80-kamo10 - ) - 05HC06 UA
HcRNAV90-kamo10 ) ) - 05HC06 UA
HcRNAV92-kamo10 - ) - 05HC06 UA
HcRNAV99-kamo10 ) ) - 05HC06 UA
HcRNAV15-kamo10 - - ) HCLG-1 CY
HcRNAV28-kamo10 - - ) HCLG-1 CY
HcRNAV46-kamo10 - - ) HCLG-1 CY
HcRNAV62-kamo10 - - ) HCLG-1 CY
HcRNAV63-kamo10 - - ) HCLG-1 CY
HcRNAV85-kamo10 - - ) HCLG-1 CY
HcRNAV106-kamo10 - - ) HCLG-1 CY
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表 2-2-2.  
クローニングできた小分子 RNA と相同性を示した miRNA のリスト 
 
12-3 comp. 26nt        1    CAGCACUGUGACUAUUAUUUAAAAGU  26 
                                ||| |||||||  | ||||| 
cin-miR-101             1  UACAGUACUGUGAUAAAUAUUU        22 
Ciona intestinalis (ホヤ／カタユウレイボヤ) 
12-6 35nt            1  AGCUGACAGCACCCUAAGGUAGCUGACAGCACCCU  35   
                                         ||||||||||||| |        
bfl-miR-4890         1       GUGAUUAGCUAAGGUAGCUGAUA         23 
Branchiostoma floridae	 （ナメクジウオ） 
12-6 comp. 35nt      1  UCGACUGUCGUGGGAUUCCAUCGACUGUCGUGGGA  35   
                           | |  |||| ||||||||| |               
esi-miR3457-3p       1  UAGCUUGUCCUGGGAUUCCGU                21  
Ectocarpus siliculosus	 （褐藻／シオミドロ） 
24-1 comp. 26nt     1  ACGUGUGGACGUGCAUGUGUGCAAAA  26   
                             ||||| | ||||||||||| ||   
mmu-miR-466j          1  UGUGUGCAUGUGCAUGUGUGUAA    23  
Mus musculus	 	 （ハツカネズミ）  
24-1 comp. rev. 26nt           26  AAAACGUGUGUACGUGCAGGUGUGCA   1    
                                              ||||| | ||||| ||||| |  
mmu-miR-466j                       1      UGUGUGCAUGUGCAUGUGUGUAA  23 
Mus musculus	 （ハツカネズミ） 
24-3 27nt           1  ACUAUCGCAAACUGCGCGAAGGCGACC  27   
                                 ||||||| || |||||||    
cin-miR-4123-3p      1      AGCAAACU-CGGGAAGGCGCG   20   
Ciona intestinalis	 	 (ホヤ／カタユウレイボヤ) 
24-3 comp. 27nt     1  UGAUAGCGUUUGACGCGCUUCCGCUGG  27   
                                         ||||||| ||||| 
ame-miR-3727          1       UUCGCGAACGCGCUCCCGCUAA  22   
Apis mellifera	 	 （セイヨウミツバチ） 
24-6 comp. 20nt           1  CGGCUGAAGGGAAUGGAUGA      20   
                                    ||||||||   |||| ||  
ptc-miR395a                1     CUGAAGGGUUUGGAGGAACUC  21   
Populus trichocarpa	 （ポプラ） 
48-4 Rev. 27nt          27   CCCAUUUGGACGAACGCGUUACUUUCA      1    
                                             ||| ||||| ||||||     
rlcv-miR-rL1-28-5p         1           UGGAAGGCGUUGCUUUCAGCUG  22 
Rhesus lymphocryptovirus	 （アカゲザルに感染するガンマヘルペスウイルス） 
48-5 22nt           1       GUGUAUGUACGUAUGAGUGCUG  22   
                                | |||||   | |   ||        
dme-miR-4961-5p      1    UCUCUAUGUGUAUGUAUGUAUC         22   
Drosophila melanogaster	 （ショウジョウバエ） 
48-5 comp. 22nt       1  CACAUACAUGCAUACUCACGAC  22   
                              ||||||||||| ||  | ||| 
mmu-miR-466o-3p       1  UACAUACAUGCACACAUAAGAC  22   
Mus musculus	 	 （ハツカネズミ）   
48-6 comp. 23nt           1             AAAAACUCGUUCUUGCGAUAGUA  23   
                                           |||||||| |||||          
ame-miR-3754                1  UCAUGGUGAAAAACUCAUUCUUU          23   
Apis mellifera	 	 （セイヨウミツバチ） 
48-7 comp. rev. 34n      34  CUAGUCGAACCUUCGCCGCUUUUUUUUUUUUUUU  1    
                                                  |     |||||||| ||||| 
bta-miR-2325c               1                  GGUUGUUUUUUUUCUUUUUC  20   

















図 0-4. HcRNAV のゲノム構造.  
約 4.4 knt の大きさの一本鎖の直鎖型 RNA ゲノムを持ち、3’末端にステムループ構
造を持つ。HcRNAV は複製酵素群をコードする ORF と構造タンパク質をコードする







図 1-1. 加茂湖の位置(a) と加茂湖での試料サンプリング地点(b). 
(a)加茂湖は佐渡島にある汽水湖である。(b)海水と泥試料のサンプリングは、3 地点
でおこなった。３地点はそれぞれ、両津湾から最も遠い潟上(St. 1)、３地点のうち真ん




























図 2-2-2. ウイルス感染させたヘテロカプサ細胞で発現する小分子 RNA “12-3” の相補鎖
(Comp.)の推定二次構造. 





図 2-2-3. “12-3 Comp.”と相同性を示した miRNA: cin-miR-101 の推定二次構造.  





図 2-2-4. ウイルス感染させたヘテロカプサ細胞で発現する小分子 RNA “12-6” の推定二次
構造. 





図 2-2-5. “12-6”と相同性を示した miRNA: bfl-miR-4890 の推定二次構造.  





図 2-2-6. ウイルス感染させたヘテロカプサ細胞で発現する小分子 RNA “12-6” の相補鎖
(Comp.)の推定二次構造. 





図 2-2-7. “12-6 Comp.”と相同性を示した miRNA: esi-miR3457-3p の推定二次構造.  





図 2-2-8. ウイルス感染させたヘテロカプサ細胞で発現する小分子 RNA “24-1” の相補鎖
(Comp.)の推定二次構造. 





図 2-2-9. ウイルス感染させたヘテロカプサ細胞で発現する小分子 RNA “24-1” の相補鎖
(Comp.)の逆鎖(Rev.)の推定二次構造. 





図 2-2-10. “24-1 Comp., Comp. Rev.”と相同性を示した miRNA: mmu-miR-466j の推定二次
構造.  





図 2-2-11. ウイルス感染させたヘテロカプサ細胞で発現する小分子 RNA “24-3” の推定二
次構造. 





図 2-2-12. “24-3”と相同性を示した miRNA: cin-miR-4123-3p の推定二次構造.  





図 2-2-13. ウイルス感染させたヘテロカプサ細胞で発現する小分子 RNA “24-3” の相補鎖
(Comp.) の推定二次構造. 





図 2-2-14. “24-3 Comp.”と相同性を示した miRNA: ame-miR-3727 の推定二次構造.  





図 2-2-15. ウイルス感染させたヘテロカプサ細胞で発現する小分子 RNA “24-6” の相補鎖
(Comp.) の推定二次構造. 





図 2-2-16. “24-6 Comp.”と相同性を示した miRNA: ptc-miR395a の推定二次構造.  





図 2-2-17. ウイルス感染させたヘテロカプサ細胞で発現する小分子 RNA “48-4” の逆鎖
(Rev.) の推定二次構造. 





図 2-2-18. “48-4 Rev.”と相同性を示した miRNA: Rlcv-miR-rl1-28-5p の推定二次構造.  





図 2-2-19. ウイルス感染させたヘテロカプサ細胞で発現する小分子 RNA “48-5” の推定二
次構造. 





図 2-2-20. “48-5”と相同性を示した miRNA: dme-miR-4961-5p の推定二次構造.  





図 2-2-21. ウイルス感染させたヘテロカプサ細胞で発現する小分子 RNA “48-5” の相補鎖
(Comp.) の推定二次構造. 





図 2-2-22. “48-5 Comp.”と相同性を示した miRNA: mmu-miR-466o-3p の推定二次構造.  





図 2-2-23. ウイルス感染させたヘテロカプサ細胞で発現する小分子 RNA “48-6” の相補鎖
(Comp.)の推定二次構造. 





図 2-2-24. “48-6 Comp.”と相同性を示した miRNA: ame-miR-3754 の推定二次構造.  





図 2-2-25. ウイルス感染させたヘテロカプサ細胞で発現する小分子 RNA “48-7” の相補鎖
(Comp.)の逆鎖(Rev.)の推定二次構造. 





図 2-2-26. “48-7 Comp. Rev.”と相同性を示した miRNA: bta-miR-2325c の推定二次構造.  
20 nt の大きさで 12 塩基で構成されるループ構造を持つ。 
 
 
